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Tato bakalářská práce se zabývá studiem termodynamických a strukturních aspektů při 
interakcích huminových kyselin s iontovými organickými sloučeninami. Jako modelový 
organický ion bylo použito barvivo methylenová modř. Interakce byly studovány pomocí 
izotermické titrační kalorimetrie a dialýzy v difúzních celách. Kalorimetrická měření ukázala 
exotermní charakter interakcí. Dále bylo prokázáno, že reakční entalpie rostla s rostoucí 
koncentrací huminových kyselin. V dialyzačních experimentech bylo zjištěno, že s rostoucí 
koncentrací huminových kyselin rostla hodnota zdánlivé rovnovážné konstanty. V důsledku 
sníženého obsahu vazebných míst byla hodnota této konstanty nižší pro modifikované 
huminové kyseliny.  
ABSTRACT 
This bachelor thesis deals with the study of thermodynamic and structural aspects of the 
interactions of humic acids with organic ions. Methylene blue (dye) was used as a model 
organic ion. The interactions were studied by isothermal titration calorimetry and dialysis in 
diffusion cells. The calorimetric experiments showed exothermic nature of the interactions. 
Furthermore it was proved that increasing concentration of humic acids causes increasing of 
reaction enthalpy. The dialysis experiments found that increasing concentration of humic 
acids causes increasing of apparent equilibrium constant. The value of this constant was lower 
for modified humic acid due to the reduced content of the binding sites.  
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V dnešní době jsou díky nešetrnému zemědělství, průmyslové výrobě nebo i nevhodnému 
nakládání s odpady znečišťovány půdy, podzemní i povrchové vody a ovzduší. Pro zachování 
kvality ekosystému je proto nutné tato znečištění nějakým způsobem eliminovat a předcházet 
jim. Huminové látky, které se přirozeně vyskytují v půdě, ale i v celé řadě dalších přírodních 
materiálů (např. v kaustobiolitech), mohou představovat klíč k vyřešení tohoto celosvětového 
problému. Díky své unikátní chemické struktuře interagují s polutanty ve svých přirozených 
prostředích, především v půdách nebo vodách, a tím napomáhají při jejich přirozeném 
odstraňování z těchto přírodních zdrojů. Bohatá zásoba jejich alternativních zdrojů navíc 
motivuje snahu o umělé zvyšování obsahu huminových látek v půdách pro zvýšení jejích 
detoxikačních schopností. K úspěšnému odstranění znečišťujících látek je však nezbytné co 
nejlépe porozumět mechanismu interakcí konkrétních polutantů s huminovými látkami. 
 Cílem mé bakalářské práce je prostudovat termodynamické aspekty interakcí huminových 
látek s vybraným modelem organických iontových sloučenin. Tyto látky představují důležitou 
skupinu polutantů, protože formu organických iontů vykazuje celá řada pesticidů, tenzidů, 
odpadních barviv a jiných průmyslových odpadních látek, které mohou znečišťovat přírodní 
zdroje. Pro experimentální popis rovnováhy interakcí huminových látek s modelovým 




2 CÍL PRÁCE 
Cílem této bakalářské práce bylo zpracovat literární rešerši na téma interakce huminových 
látek s iontovými organickými sloučeninami se zapojením jednotlivých strukturních motivů 
huminových látek a metod studia. Na základě této rešerše bylo následně cílem navrhnout a 
realizovat sérii experimentů analyzující interakce vlastního izolovaného vzorku huminových 
látek s modelovým organickým iontem. Série experimentů se měla zaměřit zejména na 
zapojení vybraných funkčních skupin huminových látek a na stanovení vybraných 




3 TEORETICKÁ ČÁST 
3.1 Huminové látky 
3.1.1 Specifikace a rozdělení huminových látek 
Huminové látky (HL) jsou heterogenní organické sloučeniny s vysokomolekulární nebo 
supramolekulární strukturou, vznikající dekompozicí živé hmoty či syntetickou činností 
mikroorganismů. Vyskytují se přirozeně v různých přírodních materiálech, kde jsou 
zastoupeny v odlišných mírách od stopových množství (v pískách, jílech) až po desítky 
procent (viz Tabulka č. 1). Největší obsah HL mají oxyhumolit, rašelina a lignit. Z přírodních 
materiálů se HL izolují metodami extrakce nebo frakcionace za použití kyselých a zásaditých 
roztoků [1].  
 Protože jsou HL přírodního původu a lze je také zařadit mezi obnovitelné zdroje (jejich 
dostatečným obsahem v přírodních materiálech), jsou hojně využívány za účelem ochrany 
a péče o životní prostředí. Významným příkladem je eliminace různých organických látek 
a kovů z půdy nebo odpadních vod jejich vazbou na huminové kyseliny [2]. 
Tabulka č. 1: Obsah huminových látek ve vybraných přírodních zdrojích [1] 
Přírodní materiál Zastoupení huminových a fulvinových kyselin v hm. % 
Humát 40–85 
Černá rašelina 10–40 
Hnědé uhlí 10–30 
Hnůj 5–15 
Půda 1–5 
Černé uhlí 0–1 
 Huminové látky lze rozdělit do tří skupin lišících se svou rozpustností v kyselinách 
a zásadách, molekulovou hmotností, barvou a reaktivitou.  Fulvinové kyseliny (FK) jsou 
skupinou s nejmenší molekulovou hmotností (2 kDa), žlutým zbarvením a největší reaktivitou 
(obsahují nejvíce kyselých funkčních skupin). Rozpouští se jak v zásadách, tak i v kyselinách. 
Oproti tomu huminové kyseliny (HK), představující druhou skupinu huminových látek, mají 
větší molekulovou hmotnost a tmavší zbarvení (tmavě hnědá až šedočerná). Reaktivita 
huminových kyselin je menší a rozpouští se pouze v alkalických roztocích, okyselením 
roztoku se vysráží. Třetí skupinou huminových látek jsou huminy, kompletně nerozpustné 
látky černé barvy s největší molekulovou hmotností (větší než 200 kDa) a nejslabší 
reaktivitou [1, 3]. 
3.1.2 Vznik huminových látek 
Huminové látky vznikají v přírodě procesem zvaným humifikace. Tento proces dodnes není 
úplně objasněn a existuje několik teorií o jeho průběhu (viz Obr. 1). Humifikace představuje 
sled velkého množství biochemických reakcí a souvisí s koloběhem uhlíku, dusíku 
a organických látek v životním prostředí [1, 4]. 
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Obr. 1: Schéma mechanismů vzniku půdních HL dle Stevensona (1982) [4] 
 Všechny čtyři teoretické mechanismy, znázorněné na Obr. 1, jsou považovány za 
pravděpodobné procesy vzniku HL v přírodě. Jakákoli z vyznačených drah však neprobíhá 
v každém typu půdy ve stejném rozsahu a se stejným významem. 
 Ligninová teorie se uplatňuje v jezerních sedimentech, rašelině a vlhkých půdách 
a předpokládá, že jsou HL odvozené z ligninu. Ligninový zbytek, vzniklý po ataku 
mikroorganismů, podléhá různým modifikacím (demethylace, oxidace) a kondenzuje 
s dusíkatými sloučeninami za vzniku huminových a fulvinových kyselin. Tato teorie je 
podporována zejména tím, že HL a lignin mají podobné vlastnosti (např. rozpustnost 
a přítomnost OCH3 skupin), a vyvrácena skutečností, že houby degradující lignin se 
nevyskytují (na rozdíl od huminových látek) ve velmi vlhkých půdách. 
 Lignin představuje důležitou součást i jedné z drah polyfenolové teorie vzniku HL. 
Mikroorganismy atakují lignin, čímž dojde k uvolnění fenolických aldehydů a kyselin, které 
jsou následně enzymaticky přeměny na chinony. V druhém typu polyfenolové teorie 
mikroorganismy rozkládají jiný zdroj (např. celulózu) za vzniku polyfenolů, které jsou 
účinkem enzymů oxidovány na chinony. Ze vznikajících chinonů jsou poté vytvářeny 
huminové látky. 
  Za nejstarší teorii vzniku HL je považována teorie kondenzace sacharidů s aminy. 
Redukující sacharidy a aminosloučeniny, vzniklé jako vedlejší produkt metabolismu 
mikroorganismů, kondenzují za vzniku N-substituovaných glykosylaminů. Tyto látky poté 
v půdě polymerizují za vzniku hnědých dusíkatých produktů. Celý proces kondenzace 
a polymerace by probíhal velmi pomalu, avšak díky častým změnám podmínek v půdě 
a interakcím s minerály jsou reakce urychlovány [4].   
3.1.3 Struktura a reaktivita huminových látek 
Huminové látky jsou látky s velice složitou, zatím ne zcela objasněnou strukturou. Z bezpočtu 
hypotetických strukturních modelů (vybrané viz Obr. 2 a Obr. 3) lze vyvodit, že ve struktuře 
HL se vyskytují aromatická jádra, alifatické řetězce a hlavně velké množství různých 
 funkčních skupin (karboxylových, fenolových, alkoholových, chinonových, éterových, 
dusíkatých, aj.) [1]. 
 






Obr. 3: Modernější strukturní model huminových kyselin dle Steelinka [
 Majoritními prvky, vyskytujícími se v
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[3]. 
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 huminových látkách, jsou biogenní prvky C, O, H 
 jednotlivých skupinách huminovýc
 u huminových kyselin a až 49,8
pin mají huminové látky mnoho 







h látek liší 
 hm. % kyslíku 
, kyslík a vodík 
12 
 
a prvky. Reaktivita huminových kyselin je však také stále předmětem zkoumání [1]. 
Z doposud zjištěných poznatků lze odvodit, že při interakci huminových látek s cizorodými 
látkami mohou vznikat různé druhy vazeb. Za vznik iontové vazby může ionexový charakter 
huminových látek, koordinační vazba vzniká přítomností karboxylových a fenolických 
skupin, kovalentní vazbou se kontaminanty stabilně navážou do polymerní struktury a další 
funkční skupiny jsou zodpovědné za možnost vzniku vodíkových můstků [2]. 
3.1.4 Vliv funkčních skupin na reaktivitu huminových kyselin  
Rozmanité funkční skupiny ve struktuře huminových kyselin jsou příčinou vysoké reaktivity 
těchto látek. Funkčními skupinami, které plní hlavní roli při vazbách s jinými sloučeninami 
nebo prvky, jsou skupiny karboxylové, alkoholové a fenolové [1, 2]. K určení vlivu 
konkrétních funkčních skupin při interakcích se využívá analytická metoda FT-IR 
spektroskopie. Pomocí této metody lze určit přítomnost a podíl funkčních skupin a tedy zjistit, 
jakým způsobem se změnila struktura HK a jaké skupiny se účastnily reakce [6]. 
 Za účelem zjištění, jestli mají na interakci vliv kromě karboxylových i fenolové funkční 
skupiny, byl proveden experiment s uranylovými ionty a přírodními a modifikovanými HK, 
u kterých byly blokované fenolové skupiny. Výsledky ukázaly, že na přírodní HK se 
uranylové ionty navazovaly více (lépe) než na modifikované. Z toho plyne, že se na 
komplexaci podílely nejen karboxylové, ale určitým podílem i fenolové skupiny, jejichž vliv 
byl spjat s hodnotou pH [7]. 
 Role fenolových skupin byla prokázána i pomocí experimentu interakce hydroxidu 
hlinitého s kyselinou dihydroxybenzoovou. Tato kyselina byla použita pro daný experiment 
proto, že obsahuje funkční skupiny typické pro HL. Interakce byla ovlivněna nejen hodnotou 
pH, ale i polohou OH skupin kyseliny. Výsledná infračervená spektra ukázala, že za nízkého 
pH a s OH skupinami jinde než v poloze ortho se na komplexaci podílely převážně 
karboxylové skupiny. S rostoucím pH a OH skupinami v poloze ortho rostl vliv fenolových 
skupin na této interakci [8].   
 Karboxylové skupiny se podílely na fixaci rtuťnatých iontů do struktury HK. Tento 
výsledek byl potvrzen spektry získanými z FT-IR spektroskopie, která ukazují, že se zvyšující 
se koncentrací rtuťnatých iontů docházelo k postupnému snižování píku pro COOH skupinu 





Obr. 4: Spektra samotných huminových kyselin a po přídavcích Hg2+ [9] 
 Při zkoumání vlivu karboxylových skupin na interakci kadmia s HK se provedla 
modifikace pomocí methanolu a thionyl chloridu. Tímto postupem došlo k zablokování až 93 
% COOH skupin. Poté byl pozorován rozdíl mezi modifikovanými (esterifikovanými) 
a přírodními HK ve schopnosti tvořit komplex s ionty kadmia. Výsledky ukazují, že ionty 
kadmia se přednostně vázaly na nemodifikované HK, neboť obsahovaly větší množství 
vazebných míst pro tyto ionty [10].  
3.1.5 Vliv huminových kyselin na adsorpci různých látek 
Huminové kyseliny nejen adsorbují na svůj vlastní povrch, mohou také svou přítomností na 
jiných částicích ovlivnit adsorpci dalších látek na tyto částice [11–14]. 
 Zermane a spol. sledovali, jak HK ovlivní adsorpci barviva (BY 28) na tři různé povrchy 
za zvyšujícího se pH a při různém poměru HK a barviva v roztocích. Potvrdili, že zvyšováním 
pH dojde k disociaci funkčních skupin huminových kyselin, což mělo za následek zvýšení 
negativního náboje povrchů a tím pádem větší adsorpci barviva na tyto povrchy [11]. 
 Navázáním HK na silikagel pomocí vodíkových vazeb (viz Obr. 5) se získal materiál, 
který vykazoval výhodné vlastnosti obou složek – měl schopnost komplexace, byl tepelně 
a chemicky stabilní a navíc znovu využitelný bez odpadů. Adsorpce barviva na tento materiál 
poté probíhala s lepšími výsledky a entropicky výhodně díky uvolněným protonům 














Obr. 5: Navázání huminových kyselin (HK) na silikagel [12] 
 Dalším výhodným materiálem pro adsorpci kontaminantů jsou nanočástice oxidu 
železnato-železitého potažené HK. Příprava těchto „vylepšených“ nanočástic probíhala 
selektivní adsorpcí a došlo při ní ke změně ve funkčních skupinách, díky čemuž tyto 
nanočástice adsorbovaly z roztoku mnohem větší množství methylenové modře než samotné 
HK nebo samotný oxid. Hlavním mechanismem adsorpce methylenové modře na nanočástice 
Fe3O4 potažené huminovými kyselinami zřejmě byly elektrostatické interakce [13]. 
 Liu a spol. ve svém výzkumu sledovali, jakým způsobem ovlivní huminové kyseliny 
bakteriální odstraňování barviva sudan. HK zde fungovaly jako redoxní mediátor a v jejich 
přítomnosti bakterie odstranila větší množství barviva, než když se na odstraňování podílela 
bakterie samotná [14]. 
3.2  Interakce huminových kyselin s iontovými organickými sloučeninami 
3.2.1 Interakce s barvivy 
V mnoha studiích byla zkoumána adsorpce rozmanitých organických barviv na huminové 
kyseliny za různých podmínek. Z následujícího výčtu experimentálních prací lze potvrdit, že 
adsorpci barviv zajišťují specifické funkční skupiny HK. Množství navázaného barviva je 
však ovlivněno různými podmínkami, jako je hodnota pH, teplota, množství HK nebo 
přítomnost elektrolytu. To, jakým způsobem se částice barviva na HK adsorbují, je však stále 
předmětem zkoumání [15–19]. 
 Sheng a spol. sledovali adsorpční schopnost modelových HK jejich interakcí 
s kationaktivní toluidinovou modří v závislosti na pH a porovnáním změn v absorpčních 
spektrech. Jednalo se pravděpodobně o fyzikální adsorpci řízenou elektrostatickými 
interakcemi. S rostoucím pH rostla vazebná schopnost HK s barvivem, protože rostl počet 
jejích disociovaných funkčních skupin [15]. 
 Při zkoumání vaznosti mezi oxazinem a huminovými kyselinami v závislosti na pH 
a koncentraci elektrolytu se potvrdilo, že vazebná schopnost HK roste s rostoucím pH. Se 
snižující se koncentrací elektrolytu (a tedy se snižující se iontovou silou roztoku) rostla 
vaznost mezi HK a oxazinem. Závislost vazby na koncentraci elektrolytu byla významnější 
než závislost na hodnotě pH a předpokládalo se, že na spojení obou látek se mohla podílet jak 
reakce negativních skupin HK s kationty barviva, tak interakce hydrofobních regionů [16]. 
 Fernandes a spol. ve svém experimentu zjistili, že s rostoucí teplotou rostlo množství 
methylenové modře navázané na částice rašeliny. Výsledky naznačují, že se jednalo 
o endotermickou reakci a chemickou adsorpci. V průběhu reakce nejprve docházelo 
k adsorpci barviva na vnější povrchy částic rašeliny, po nasycení vnějšího povrchu barvivo 
difundovalo přes póry do vnitřního povrchu, čímž vznikaly multimolekulární vrstvy [17]. 
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 Při odstraňování barviva (Acid red 3R) z vodných roztoků se postupně zvětšovalo 
množství přidávaných HK, čímž se zvětšil adsorpční povrch a zrychlilo se odstranění barviva 
z roztoku. Výsledky experimentu naznačují, že v adsorpční reakci mohly být zahrnuty 
valenční síly při výměně nebo sdílení elektronů i elektrostatická přitažlivost [18]. 
 Díky výjimečným sorpčním vlastnostem HK se snižuje pohyblivost organických barviv 
v gelech. Interakce mezi huminovým podílem a opačně nabitými barvivy však zřejmě nebude 
založena jen na elektrostatické přitažlivosti, nýbrž kvůli vlivu pH a iontové síly na tuto 
interakci bude mít složitější charakter [19].   
3.2.2 Interakce s pesticidy  
Pesticidy jsou biologicky aktivní látky syntetické, přírodní nebo i mikrobiální povahy, které 
jsou používané k vyhubení a potlačení různých druhů škůdců. Uplatnění mají zejména 
v zemědělství, dále pak v lesnictví nebo k ochraně skladovaných plodin a výrobků. Pesticidy 
se dělí na přípravky proti živočišným škůdcům (zoocidy, např. insekticidy), proti 
parazitickým houbám (fungicidy) a proti plevelům (herbicidy). Herbicidy, hubící nežádoucí 
vegetaci, mohou být selektivní nebo neselektivní (totální) [20].  
 Látky určené k likvidaci živočišných a rostlinných škůdců výrazně ovlivňují kvalitu 
životního prostředí, a proto se zkoumají různé cesty jejich odstranění z půd a vod. Jednou 
z možností je interakce s HL. 
 Při interakci vybraných herbicidů (atrazinu, simazinu, paraquatu a diquatu) s huminovými 
kyselinami se FT-IR spektroskopií ukázalo, že dochází ke vzniku více druhů vazebných 
mechanismů: 
 iontová vazba mezi COOH a fenolovou OH skupinou huminových kyselin 
a protonovaným dusíkem herbicidu, 
 vodíková vazba mezi funkčními skupinami HK (COOH, fenolická OH, karbonyl) 
a herbicidu (převážně dusíky, kyslíky), 
 vazby, které přenášely náboj mezi donory a akceptory elektronů [21]. 
 Dusík hrál významnou roli i při zkoumání adsorpce herbicidu metribuzin na vzorky HK. 
Karboxylové a alkoholické skupiny huminových kyselin interagovaly s dusíkem přítomným 
v herbicidu za tvorby amidů a aminů, což se potvrdilo zvětšením intenzity C=O a C–N pásů 
v infračervených spektrech [22]. 
 Efektivitu adsorpce hydrofobních pesticidů z vodných roztoků na HK lze zvýšit modifikací 
polystyrenem. Takto změněné HK obsahovaly méně karboxylových a fenolických OH skupin, 
což vedlo ke snížení polarity. U nemodifikovaných HK interagovaly polární funkční skupiny 
s okolním vodným roztokem za tvorby filmu, díky kterému nebyla adsorpce pesticidů tak 
efektivní. Výše zmíněnou modifikací nedocházelo k tvorbě tohoto filmu na povrchu 




Obr. 6: Adsorpce pesticidu na přírodní a modifikované HK [23] 
 Při interakci pesticidů (paraquatu a MCPA) s HL se zkoumal vliv pH a iontové síly na tuto 
interakci. Kationtový paraquat reagoval s kyselými skupinami huminových kyselin, docházelo 
k výměnnému kationtovému mechanismu, a tudíž vaznost pesticidu závisela na stupni 
ionizace kyselin. Z toho vyplývá, že množství navázaného paraquatu rostlo s rostoucím pH 
a klesalo s rostoucí iontovou silou roztoku. Navázané množství druhého zkoumaného 
pesticidu bylo nevýznamné, poněvadž byl tento pesticid v aniontové formě. Pesticidy se tudíž 
s HK vázaly pomocí elektrostatických sil. Avšak při nízkém pH, kdy byly HK jen málo 
ionizované, převažovaly při vazbě pesticidu s kyselinami síly neelektrostatické, konkrétně van 
der Waalsovy síly a vodíkové vazby [24]. 
 Interakce pesticidů a herbicidů s huminovými látkami lze studovat i z termodynamického 
hlediska. Ke studiu termodynamických parametrů těchto interakcí byly použity 
chlordimeform, lindan, 2,4-dichlorofenoxyoctová kyselina (2,4-D), paraquat a atrazin. Vazba 
HK s paraquatem a chlordimeformem byla elektrostatická, s 2,4-D a lindanem se jednalo 
o hydrofobní interakci. Experimentálně zjištěné křivky závislosti Gibbsovy energie na 
množství ligandu navázaného na HK ukazují, že s rostoucím počtem navázaných ligandů tato 
energie klesala. Interakce s paraquatem a chlordimeformem byla exotermní a s ostatními 
biocidy endotermní [25]. 
3.3 Vybrané metody analýzy interakcí huminových látek s iontovými 
sloučeninami 
3.3.1 Izotermická titrační kalorimetrie 
Titrační kalorimetrie je technika užívaná ke studiu termodynamiky mezimolekulárních 
interakcí. Pomocí této techniky se vyhodnocují termodynamická data (rovnovážná konstanta 
K, reakční teplo ∆H0 a parametr n udávající stechiometrii studované reakce) popisující 
charakter interakce mezi molekulami. Ze získaných termodynamických dat pak lze určit 
standardní reakční Gibbsovu energii ∆G0 [26]. 
 Analýzou termodynamických parametrů lze zjistit, jak spolu dvě látky interagují. V dnešní 
době je tedy izotermická titrační kalorimetrie hojně využívána právě k charakterizaci těchto 
17 
 
intermolekulárních interakcí a k detekci reakcí s vysokou citlivostí.  Výhodou této metody je, 
že se termodynamické parametry dají měřit bez předešlého označení, modifikace či 
imobilizace vazebných partnerů, a také, že lze měřit nejen roztoky, ale i suspenze. 
Izotermická titrační kalorimetrie byla úspěšně využita v řadách odvětví, např. v polymerní 
chemii, buněčné biologii či nanotechnologii [27]. 
 Na Obr. 7 je znázorněn izotermický titrační kalorimetr. Dvě identické cely (jedna 
referenční a druhá měřicí) se nacházejí v adiabatickém plášti. Po vpravení roztoku do měřicí 
cely pomocí stříkačky se teplo, uvolněné nebo absorbované během reakce, měří jako změna 
energie, která působí na měřicí celu a udržuje izotermické podmínky mezi celami [28]. 
 
Obr. 7: Izotermický titrační kalorimetr [28] 
 Pomocí izotermického titračního kalorimetru je detekováno uvolněné nebo absorbované 
teplo po aplikaci roztoku do měřicí cely. Příklad výsledku této detekce je vidět na Obr. 8 a), 
který ukazuje závislost tepelného toku na čase. Integrací těchto naměřených píků lze získat 
graf závislosti entalpie na koncentraci roztoku (viz Obr. 8 b)), ze kterého se mohou následně 
vyhodnotit termodynamická data (K, n, ∆H0) zkoumané reakce [27, 28]. 
 
Obr. 8: a) Výstup z kalorimetru, b) Vyhodnocení naměřených dat [28] 
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 Izotermické titrační kalorimetrie (ITC) bylo využito při určování entalpie a zkoumání vlivu 
tepla na interakci huminových kyselin s lysozymem [29]. V reakci docházelo ke komplexaci 
kladně nabitého proteinu a záporně nabitých HK a teplo se uvolňovalo. Jednalo se tedy 
o exotermickou reakci. Počáteční vznik komplexů byl řízen výraznými elektrostatickými 
přitažlivými silami mezi opačnými náboji a byl entalpicky nejvýhodnější, další probíhající 
komplexace se však stávala méně a méně entalpicky výhodnou, až soustava dosáhla blízkosti 
izoelektrického bodu a entalpie byla nulová. V okolí izoelektrického bodu byla následná 
komplexace a agregace řízena zvýšením entropie a mezi HK a lysozymem docházelo 
k hydrofobním interakcím. 
3.3.2 Membránové procesy 
Separační membrána je fólie nebo tenká vrstva, která může být permeabilní (danou látku 
propouští) nebo nepermeabilní (danou látku nepropouští). Těchto vlastností se využívá 
v separačních technikách, jako jsou např. ultrafiltrace a dialýza, k dělení směsi kapalin 
a plynů nebo k zahušťování roztoků. Membrány separují na základě následujících 
mechanismů (či jejich kombinací): 
 sítový mechanismus – separace na základě různé velikosti částic, 
 mechanismus rozpouštění-difúze – složky mají odlišnou afinitu k membráně 
a difundují přes ni odlišnou rychlostí, 
 elektrochemický mechanismus – separace na základě odlišných interakcí mezi 
složkami směsi a membránou. 
 Transport látek přes separační membránu je ovlivněn typem tekutiny, jejími reologickými 
vlastnostmi, velikostí a tvarem pórů, mezerovitostí vrstvy nebo i interakcemi mezi složkami 
tekutiny a póry v membráně [30]. 
 Membránovou separační technikou, hojně využívanou v biochemii, je dialýza. 
Polopropustná membrána, nejčastěji z acetátu celulózy, rozděluje molekuly na základě jejich 
rozdílné velikosti.  
 Při nerovnovážné dialýze dochází vlivem koncentračního gradientu k přechodu jedné látky 
ze směsi přes dialyzační membránu do okolního roztoku. Pro druhou látku ve směsi je 
membrána nepropustná. V průběhu dialýzy dochází ke snižování koncentrace migrující látky 
uvnitř dialyzačního vaku a naopak ke zvyšování její koncentrace v okolním roztoku. Ve fázi 
rovnováhy koncentrační gradient vymizí, protože koncentrace migrující látky je na obou 
stranách membrány stejná. Během přechodu látky přes membránu se nevykoná práce a proces 
může probíhat izotermicky, izobaricky i adiabaticky. 
 Rovnovážná dialýza je v některých ohledech podobná nerovnovážné dialýze a lze ji využít 
ke studiu vazby mezi makromolekulami a látkami procházejícími membránou. Při těchto 
analýzách se obě složky nacházejí na opačných stranách polopropustné membrány (viz Obr. 
9). Ligand procházející membránou difunduje na základě koncentračního gradientu přes 
membránu a váže se na makromolekuly. Po určité době dojde k vyrovnání koncentrací 
volného ligandu na obou stranách membrány – stav rovnováhy. Nicméně koncentrace 
celkového ligandu na obou stranách membrány stejná není, neboť je část vázána na 




Obr. 9: Průběh rovnovážné dialýzy při analýze vazebných interakcí [31]  
 Pro studium vazebných interakcí popsaných v předchozím odstavci se jako dvoukomorový 
systém s membránou uprostřed mohou použít difúzní cely. Tyto oddělitelné komory se 
skládají z vnějšího pláště, sloužícího k udržení izotermických podmínek, a z vnitřního pláště, 
ve kterém probíhá vlastní experiment. Látka, jejíž difúze přes membránu je následně 




4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
4.1 Použité chemikálie a spotřební materiál 
Kyselina chlorovodíková 35% (Lach-Ner s.r.o) 
Kyselina fluorovodíková 38–40% (Lach-Ner s.r.o) 
Pyrofosfát sodný, bezvodý (Sigma-Aldrich Co.) 
Hydroxid sodný (Penta) 
Dusičnan stříbrný (vyroben na VUT, 4. 3. 2014) 
Destilovaná voda (vyrobena na VUT) 
Voda čištěná přístrojem PURELAB-flex 
Methanol p.a. (Lach-Ner s.r.o) 
Chloroform p.a. (Lach-Ner s.r.o) 
Trimethylsilyl-diazomethan v hexanu, 2M (Acros) 
Methylenová modř (Lachema) 
Silikonová pasta Lukosan (Lučební závody a.s., Kolín) 
Dialyzační membrána Spectra/Por® (Spectrum laboratories, Inc.) 
 Plošná šířka: 54 mm 
 Průměr: 34 mm 
 Objem/délka: 9,3 ml/cm 
 Délka: 15 m 
 MWCO: 3,500 
4.2 Použité přístroje 
Multimetr Mettler-Toledo SevenMulti (kombinovaný pH a konduktometr) 
Centrifuga Rotina 46R Hettich 
Lyofilizátor Virtis benchtop K (Bio Trade s.r.o) 
Automatický titrátor TitroLine Alpha plus Schott  
Spektrofotometr UV-VIS HITACHI U-3900H 
Difúzní cely Perme Gear, Inc. 
Modulární kalorimetr TAM III, TA Instruments, USA 
4.3 Izolace a úprava vlastního vzorku huminových kyselin 
4.3.1 Extrakce huminových kyselin z lignitu 
Jako výchozí zdroj HK byl použit pomletý lignit. Navážka 30 g byla smísena s 1 dm3 1 M 
roztoku kyseliny chlorovodíkové a směs byla umístěna na třepačku na 1 hodinu. 
Dekalcinovaný lignit byl poté promyt destilovanou vodou (nejméně 3 ) do odstranění 
chloridových iontů, jejichž přítomnost se zjišťovala pomocí dusičnanu stříbrného. 
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 Lignit bez chloridových iontů byl smísen s 2 dm3 extrakčního roztoku, který se skládal 
z 0,1 M hydroxidu sodného a 0,1 M bezvodého pyrofosfátu. Tato směs byla promíchávána na 
třepačce přes noc. 
 Suspenze byla následně odstředěna a supernatant (roztok huminových a fulvinových 
kyselin) byl přefiltrován přes filtr. Získaný filtrát se okyselil pomocí kyseliny chlorovodíkové 
na pH menší než 2. Po dvou hodinách došlo k vysrážení HK, které byly odděleny od roztoku 
fulvinových kyselin odstředěním. 
 Získané HK byly smíseny s 1 dm3 0,5 % obj. roztoku směsi kyseliny chlorovodíkové 
a fluorovodíkové. Po dvou dnech na třepačce byla suspenze opět odstředěna a usazený pevný 
podíl byl převeden do dialyzačních membrán a dialyzován v nádobách s destilovanou vodou 
do vymytí chloridových iontů. Zkouška na přítomnost chloridových iontů se prováděla 
pomocí dusičnanu stříbrného. HK bez chloridových iontů byly podrobeny lyofilizaci.  
 Proces extrakce byl proveden dvakrát, vždy s navážkou 30 g lignitu, za účelem potřeby 
většího množství HK pro následnou práci. Celkové množství extrahovaných HK činilo 20,8 g. 
4.3.2 Selektivní methylace huminových kyselin 
Za účelem porovnání reaktivity a zjištění vlivu karboxylových skupin při vázání barviva byla 
provedena methylace části izolovaných HK. Pomocí této modifikace došlo k esterifikaci 
karboxylových skupin a tedy ke snížení počtu reaktivních míst v HK, zodpovědných 
především za případné elektrostatické interakce. 
 Do pěti připravených kádinek bylo naváženo vždy po 2 gramech extrahovaných HK 
a přidáno 8 cm3 chloroformu a 4 cm3 methanolu. K těmto směsím bylo za stálého míchání 
pomalu po kapkách přidáno 8 cm3 trimethylsilyl-diazomethanu v hexanu (TMS-DM), který 
působí jako methylační činidlo. Po dvou hodinách na míchačce v digestoři bylo do každé 
kádinky přidáno dalších 1,5 cm3 TMS-DM a vzniklé směsi byly sušeny přes noc v digestoři 
při laboratorní teplotě. Aby se odpařilo veškeré nezreagované činidlo, směsi v kádinkách byly 
přemístěny na Petriho misky a umístěny do sušárny předehřáté na 40 °C. 
 Změna u HK byla patrná již na první pohled, neboť modifikované HK (mHK) měly 
světlejší barvu (viz Obr. 10).  
 
Obr. 10: Porovnání barvy nezměněných HK (vlevo) proti modifikovaným mHK (vpravo) 
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4.4 Příprava roztoků pro měření 
Roztoky huminových kyselin, jejich přípravu a použití popisuje Tabulka č. 2. Tyto roztoky 
byly připravovány i v menším objemovém množství, kdy se pouze změnila navážka HK 
a množství hydroxidu. Roztoky 1 g/l HK a 1 g/l mHK sloužily jako zásobní roztoky, ze 
kterých byly desítkovým ředěním pomocí čištěné vody připravovány roztoky 0,1 a 0,01 g/l 
HK a mHK. 
Tabulka č. 2: Připravované roztoky HK a jejich použití 
Roztok Příprava Použití 
1 g/l HK v 0,01 M 
NaOH 
Navážka 0,4 g NaOH byla rozpuštěna v 1 litru destilované vody a do 
tohoto roztoku byla převedena navážka 1 g HK 
Dialýza 
ITC 
1 g/l mHK v 0,1 
M NaOH 
Navážka 4 g NaOH byla rozpuštěna v 1 litru destilované vody a do 
tohoto roztoku byla převedena navážka 1 g mHK 
Dialýza 
ITC 
1 g/l mHK v 0,01 
M NaOH 
Navážka 0,4 g NaOH byla rozpuštěna v 1 litru destilované vody a do 
tohoto roztoku byla převedena navážka 1 g mHK 
ITC 
1 g/l mHK 
v 0,1 M NaOH 
(pH ~ 7) 
Navážka mHK byla rozpuštěna v malém množství NaOH, pomocí HCl 
bylo upraveno pH a následně byl roztok doplněn destilovanou vodou 
na finální objem 
Dialýza 
 Roztoky methylenové modře (MM) jakožto modelového polutantu, používané při 
experimentech, udává Tabulka č. 3. Tyto roztoky byly připravovány rozpuštěním navážky 
v destilované vodě a uchovávány v uzavřených zásobních lahvích. Roztoky s vyšší 
koncentrací methylenové modře (1 a 10 g/l) byly připravovány v menším objemovém 
množství. 
Tabulka č. 3: Připravované roztoky methylenové modře a jejich použití 
Roztok Použití 
0,01 g/l MM Dialýza, ITC 
0,1 g/l MM Dialýza 
1 g/l MM ITC 
10 g/l MM ITC 
4.5 Příprava kalibrační řady 
Pro dialyzační experimenty byla připravena kalibrační řada roztoků s různou koncentrací 
methylenové modře (0,01 g/l; 0,005 g/l; 0,0025 g/l; 0,001 g/l; 0,0005 g/l; 0,00025 g/l a 0,0001 
g/l). Roztoky byly připraveny rozpuštěním navážky barviva ve vodě a ředěním. U všech 
roztoků bylo změřeno absorpční spektrum v UV–VIS oblasti. Kalibrační řada byla použita 
k výpočtu poklesu koncentrací barviva ve zdrojových celách v průběhu dialýzy. 
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4.6 Charakterizace huminových kyselin 
K charakterizaci vlastních izolovaných vzorků HK (nemodifikovaných i modifikovaných) 
byly použity metody stanovení celkové kyselosti pomocí přímé titrace, FT-IR spektroskopie 
a elementární a termogravimetrická analýza. 
 Pro stanovení celkové kyselosti přímou titrací byly navážky cca 100 mg HK a mHK 
suspendovány ve 100 ml destilované vody a ponechány na míchačce přes víkend. Suspenze 
HK a mHK ve vodě byly následně titrovány 0,05 M NaOH, který byl připraven zředěním 
normanalu. Celkový přidaný objem NaOH činil 20 ml, přičemž každý přídavek měl 
konstantní objem 0,05 ml a byl titrován v časovém intervalu 2,5 min. Každých 5 vteřin byly 
zaznamenávány hodnoty pH a měrné vodivosti v závislosti na přídavku. 
 Infračervená spektra izolovaných vzorků HK a mHK byla získána pomocí FT-IR 
spektrometru Nicolet iS50, metodou ATR na jednoodrazovém diamantovém krystalu. Spektra 
byla stanovena s rozlišením 8 cm–1 jako průměr 64 skenů. Díky FT-IR spektroskopii se dala 
ve vzorcích zjistit přítomnost a změna funkčních skupin. Elementární analýza obou vzorků 
huminových kyselin byla provedena na analyzátoru EA3000 (EuroVector) 
a termogravimetrická analýza na přístroji TGA Q5000 (TA Instruments) při rychlosti ohřevu 
10 °C/min a v atmosféře O2. Termogravimetrická analýza posloužila především ke stanovení 
vlhkosti a množství popela a organických látek v izolovaných vzorcích HK a mHK.  
4.7 Kalorimetrické experimenty 
4.7.1 Postup měření 
Do ampule měrné cely izotermálního titračního kalorimetru bylo opatrně pipetováno 750 µl 
vybraného roztoku huminových kyselin tak, aby nevznikly bubliny. Uvnitř cely bylo 
připevněno zlaté míchadlo a poté byla pevně nasazena i ampule s roztokem, která byla zvenku 
pečlivě očištěna od otisků prstů či případných nečistot. Cela byla následně postupně pomalu 
zasouvána do přístroje. Bylo nastaveno míchání 90 otáček za minutu.     
 Stříkačka s ocelovou kapilárou o celkovém objemu 250 µl byla opatrně pomocí kapátka 
naplněna vybraným roztokem methylenové modře. Při plnění nesměly vzniknout vzduchové 
bubliny, které by ovlivnily měření. Kapilára byla zasunuta do ampule měrné cely a stříkačka 
byla umístěna do dávkovací pumpy. 
4.7.2 Nastavení parametrů měření 
 Počet přídavků: 50 
 Objem každého přídavku: 5 µl 
 Doba přídavku: 5 s 
 Interval mezi jednotlivými přídavky: 15 min 
 Konstantní teplota titrace: 25 °C 
 Celkový dávkovaný objem titračního roztoku: 250 µl 
 Celkový čas měření: 12,5 hodiny 
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4.8 Měření – dialýza v difúzních celách 
4.8.1 Postup měření 
Pro dialyzační experimenty byly použity difúzní cely Perme Gear, mezi které byla 
umisťována dvojitá dialyzační membrána (Spectra/Por®). Cely byly fixovány pomocí 
silikonové pasty Lukosan a pomocí speciálního stojanu, který cely tlačil k sobě. Do obou cel 
bylo zároveň nalito 60 ml příslušných roztoků a horní otvory byly zakryty parafilmem. Takto 
připravená aparatura byla umístěna na magnetickou míchačku a roztoky tak byly po celou 
dobu měření pomocí míchadel promíchávány. V průběhu experimentu bylo v daných 
časových intervalech odebíráno z obou cel stejné množství roztoků do křemenných kyvet 
a měřena absorbance barviva pro oblast UV–VIS pomocí spektrofotometru (pro parametry 
měření viz 4.8.2). Sestavená dialyzační aparatura je ilustrována na fotografiích, které jsou 
přílohou této bakalářské práce.  
4.8.2 Nastavení spektrofotometru 
 Rozsah vlnových délek: 900–200 nm 
 Rychlost: 300 nm/min 
 Měřená veličina: absorbance 
 Změna lamp při: 340 nm 
 Šířka štěrbiny: 4 nm 
 Výstupní zpráva: MS Excel 






5 VÝSLEDKY A DISKUZE 
5.1 Charakterizace huminových kyselin 
5.1.1 Elementární a termogravimetrická analýza 
Hlavními prvky vyskytujícími se v HK jsou uhlík, kyslík, vodík a dusík. To bylo potvrzeno 
pomocí elementární analýzy, která byla použita ke stanovení procentuálního zastoupení těchto 
prvků v izolovaných vzorcích HK a mHK (izolace a modifikace dle kapitol 4.3.1 a 4.3.2). 
Výsledky analýzy uvádí Tabulka č. 4. Z výsledků je patrný vliv modifikace HK, kdy díky 
methylaci došlo u vzorku mHK ke zvýšení poměru H/C a naopak k poklesu poměru O/C. 
Tabulka č. 4: Zastoupení prvků v HK a mHK, vyjádřeno v atomových % (suché, bezpopelové vzorky) 
 C [at. %] H [at. %] O [at. %] N [at. %] H/C O/C 
HK 41,4183 36,0796 21,7478 0,7544 0,8711 0,5251 
mHK 40,7652 39,0126 19,5343 0,6880 0,9570 0,4792 
 V grafech na Obr. 11 a Obr. 12 jsou znázorněny průběhy teplotních změn relativní 
hmotnosti vzorku, stanovené v rámci termogravimetrické analýzy v atmosféře O2. Teplota 
150 °C byla zvolena jako hraniční teplota pro stanovení zbytkové vlhkosti vzorku. 
V teplotním rozmezí 150–800 °C dochází ke spalování organické hmoty a při teplotě 800 °C 
zbyl popel, představující anorganickou hmotu. Průběh spalování je pro HK i mHK velmi 
podobný. Teplotní derivace úbytku hmotnosti vyjadřuje rychlost, s jakou vzorek při daném 
teplotním programu v daném okamžiku ztrácí svoji hmotnost; na teplotní závislosti rychlosti 
degradace vzorku se projevily rozdíly mezi vzorky HK a mHK, a to u mHK nárůstem píku 
termicky méně stabilní organické frakce (v oblasti teplot 300–400 °C), který odpovídá 




Obr. 11: Termogravimetrická analýza HK 
 
Obr. 12: Termogravimetrická analýza mHK 
 Výsledky termogravimetrické analýzy shrnuje Tabulka č. 5. U vzorku mHK je patrný větší 






























































































Tabulka č. 5: Výsledky termogravimetrické analýzy HK a mHK 
 Vlhkost [hm. %] Popel [hm. %] 
Organická hmota  
[hm. %] 
HK 7,489 1,421 91,09 
mHK 3,211 2,529 94,26 
5.1.2 FT-IR spektroskopie 
Při charakterizaci molekulové struktury HK a mHK byla pomocí FT-IR spektrometru měřena 
absorbance v rozsahu vlnočtů 4000–400 cm–1. Výsledná vibrační spektra jsou znázorněna na 
Obr. 13 a Obr. 14.  
 V oblasti 3600–3000 cm–1 je u obou vzorků patrný široký absorpční pás, který představuje 
valenční vibrace –OH skupin spojených vodíkovými vazbami.  
 Pík v rozsahu 3000–2800 cm–1 představuje oblast symetrických a antisymetrických 
valenčních vibrací methylových skupin –CH3 a –CH2–. Pro mHK je díky modifikaci pík 
v této oblasti viditelně větší. 
 Dvojice pásů v oblasti 1800–1600 cm–1 připadá valenčním vibracím karbonylových skupin 
karboxylů a esterů.  
 V oblasti 1500–1300 cm–1 byl zaznamenán větší nárůst absorbance u mHK než u HK. To 
bylo způsobené tím, že zmíněná oblast představuje valenční vibrace C–O vazeb spolu 
s deformačními vibracemi O–H vazeb karboxylů. I v oblasti 1200–1100 cm–1 je patrný nárůst 
absorbance u mHK, neboť tato oblast odpovídá C–O vazbám esterů. Píky v rozmezí vlnočtů 
1200–1350 cm–1 odpovídají ketonickým a esterovým strukturám.  
 












Obr. 14: Infračervené spektrum mHK 
 Z výsledků FT-IR spektroskopie lze potvrdit, že opravdu došlo k methylaci karboxylových 
funkčních skupin u části vzorku huminových kyselin. 
5.1.3 Stanovení celkové kyselosti 
Celková kyselost izolovaných a modifikovaných vzorků huminových kyselin byla stanovena 
pomocí přímé acidobazické titrace dle postupu uvedeného v kap. 4.6. Výsledné grafy 
porovnávající pH a měrnou vodivost vzorku HK se vzorkem mHK jsou znázorněné na Obr. 
15 a Obr. 16. Celková kyselost byla odečtena z polohy inflexního bodu u křivek pH. Jak je 
patrné, u vzorku HK se získal typický tvar titrační křivky s inflexními body a celková kyselost 
tedy byla stanovena na 3,48 mmol/g. I křivka měrné vodivosti obsahuje mírné zlomy, které 
odpovídají polohám inflexních bodů a znamenají tvorbu solí. U vzorku mHK se nezískala 
titrační křivka typického esovitého tvaru. Již při prvních přídavcích NaOH dochází 
k prudkému nárůstu pH, bez patrného posunu inflexního bodu, a tudíž celková kyselost byla 
stanovena jako blízká nule. Z toho plyne, že došlo k prakticky úplné methylaci karboxylových 
skupin vzorku mHK. Křivka měrné vodivosti mHK odpovídá svým průběhem (žádné zlomy) 












Obr. 15: Závislost pH na přídavku NaOH - porovnání u HK a mHK 
 
Obr. 16: Závislost měrné vodivosti na přídavku NaOH - porovnání u HK a mHK 
5.2 Izotermická titrační kalorimetrie 
Jak bylo zmíněno v kapitole 3.3.1, výstupem z měření na titračním kalorimetru je závislost 
tepelného toku na čase – tzv. kalorimetrická titrační křivka. Píky těchto křivek je možné 












































či na poměru koncentrací titračního roztoku a roztoku v cele, oba typy s charakteristickým 
esovitým průběhem.  
5.2.1 Optimalizace kalorimetrického měření 
Cílem prvotních experimentů bylo najít optimální koncentraci methylenové modře, která byla 
používána jako titrační roztok. Porovnání různých koncentrací barviva, titrovaných do 
stejného roztoku HK, je znázorněné na Obr. 17. 
 Výchozím měřeným vzorkem byla methylenová modř s koncentrací 0,01 g/l. V měrné cele 
byl roztok HK o koncentraci 1 g/l. Takto nízká koncentrace titračního roztoku však poskytla 
velmi slabou signální odezvu a i průběh reakce odpovídal spíše ředění roztoku v měrné cele. 
Proto bylo navrženo zvýšení koncentrace barviva na 10 g/l (koncentrace HK byla zachována). 
Titrace roztokem barviva s touto vysokou koncentrací poskytla dle očekávání silný signál 
a průběh reakce již odpovídal hledanému trendu. Nicméně takto vysoce koncentrovaná 
methylenová modř agreguje a vzniklé agregáty mohou negativně ovlivnit následná měření. 
Z tohoto důvodu byl proveden stejný experiment, tentokrát však s koncentrací 1 g/l barviva. 
Tato koncentrace sice neposkytuje tak vysoký signál, ale průběh reakce odpovídá hledanému 
trendu, a proto byla koncentrace 1 g/l methylenové modře vybrána jako optimální pro další 
titrační experimenty. 
 Z grafu na Obr. 17 je také patrné, že všechny reakce jsou exotermní a tedy že docházelo 
k uvolňování tepla v důsledku vzniku vazeb mezi methylenovou modří a HK.     
 
Obr. 17: Vliv koncentrace methylenové modře při titraci do HK (1 g/l) 
5.2.2 Kalorimetrické titrace huminových kyselin 
Pro stanovení průběhu kalorimetrické titrační reakce byly roztokem methylenové modře 




















MM 10 g/l do HK 1 g/l
MM 1 g/l do HK 1 g/l
MM 0,01 g/l do HK 1 g/l
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Obr. 18 je znázorněn průběh a rozdíl v titračních reakcích různě koncentrovaných roztoků 
huminových kyselin. 
 
Obr. 18: Titrace MM (1 g/l) do různě koncentrovaných roztoků HK 
 Z grafu na Obr. 18 je patrné, že s rostoucí koncentrací roztoku HK rostla hodnota 
tepelného toku a že tedy vznikalo více vazeb a uvolňovalo se tak více tepla. Koncentrace HK 
0,01 g/l vykazovala oproti ostatním koncentracím velmi slabý a nestálý signál. Nahodile se 
střídal exotermický a endotermický charakter signálu, píky byly v tomto případě malé 
a tvarově deformované a jejich integrace tak byla zatížena poměrně vekou chybou. To je 
patrné i na Obr. 19, kde jsou body nejméně koncentrovaného roztoku HK, získané integrací, 
velmi chaotické. Nicméně roztoky HK o koncentracích 1 a 0,1 g/l mají stabilnější vyšší signál 
a jejich integrací se získala titrační křivka typického esovitého tvaru se dvěma zlomy, 
představující inflexní body (viz Obr. 19). V tomto grafu je také pro porovnání titrační křivka 
pro reakci HK 1 g/l s methylenovou modří o koncentraci 10 g/l (červeně), která vykazuje 
podobný tvar, avšak je posunuta vlivem odlišného chování takto vysoké koncentrace barviva. 
Z grafu se též dá potvrdit, že reakce byly exotermní, neboť se hodnoty vazebné entalpie ΔH 



























Obr. 19: Souhrn titračních křivek (MM do HK) 
 Kalorimetrické titrace byly provedeny i pro roztoky mHK. Tato měření však byla velmi 
výrazně ovlivněna molární koncentrací hydroxidu sodného, ve kterém byly navážky mHK 
rozpouštěny. Koncentrovanější hydroxid (0,1 M) svou silou ovlivňoval hodnoty tepelného 
toku i modifikaci huminových kyselin (v zásaditém prostředí dochází k hydrolýze esterových 
skupin) a naopak v méně koncentrovaném hydroxidu (0,01 M) se navážka mHK špatně 
rozpouštěla. Pro budoucí kalorimetrické experimenty tedy bude cílem optimalizovat přípravu 
vzorků mHK. Roztoky mHK byly nicméně využity k porovnání se slepým vzorkem. Slepý 
vzorek představoval titraci methylenové modře do hydroxidu sodného o dané koncentraci.  
Příklad porovnání pro HK a mHK (obě s koncentrací 0,1 g/l a obě rozpuštěné ve 0,01 M 
NaOH) se slepým vzorkem je znázorněn na Obr. 20. Z grafu na tomto obrázku je patrné, že 
experiment s HK měl odlišný průběh titrační závislosti než je průběh u titrace mHK resp. 
u slepého vzorku. Pro titraci barviva do HK lze z porovnání se slepým vzorkem vyloučit vliv 
0,01 M NaOH jako rozpouštědla na vznik signální odezvy. Oproti tomu titrace barviva do 
mHK (s výjimkou několika počátečních přídavků) poměrně dobře kopíruje závislost získanou 
při titraci slepého vzorku. Není zde patrné žádné vyčerpávání vazebných míst, jak je tomu 






















Obr. 20: Porovnání titrací HK a mHK se slepým vzorkem 
 Metoda izotermické titrační kalorimetrie se ukázala jako vhodná pro analýzu 
mezimolekulárních interakcí lignitických huminových kyselin a methylenové modře. Cílem 
pro pokračující experimenty bude optimalizovat měření za účelem získání vyšší signální 
odezvy. Pro modifikované huminové kyseliny je tato metoda též vhodná, avšak problém 
představuje příprava vzorku mHK. Proto pro budoucí experimenty bude cílem optimalizovat 
přípravu vzorku tak, aby nebyly procesem přípravy ovlivněny výsledky titračních reakcí. 
5.3 Dialýza v difúzních celách 
Cílem experimentů v difúzních celách bylo dosažení rovnováhy popsané v kapitole 3.3.2, tedy 
že se část barviva naváže na HK a koncentrace volného barviva bude v obou celách stejná. 
Koncentrace volného barviva ve zdrojové cele po dosažení rovnováhy poté poskytuje 
kvantitativní vyjádření míry interakce mezi barvivem a HK v přijímací části aparatury. 
Z tohoto rovnovážného stavu byl poté stanoven poměr molární koncentrace navázaného 
barviva k molární koncentraci barviva volného, označený jako zdánlivá rovnovážná konstanta 
Kap (výraz „zdánlivá“ ilustruje fakt, že tato konstanta neuvažuje vliv koncentrace vazebných 
skupin HK na posun interakční rovnováhy). 
5.3.1 Optimalizace měření 
Pro studium interakcí mezi HK a methylenovou modří bylo vyžadováno, aby dvojitá 
dialyzační membrána byla permeabilní pouze pro jednu složku. Již při izolaci vlastního 
vzorku huminových kyselin (popsané v kapitole 4.3.1) se ukázalo, že dialyzační membrána je 






















MM 1 g/l do mHK 0,1 g/l (v 
0,01 M NaOH)
MM 1 g/l do 0,01 M NaOH




modře bylo do cel proti sobě umístěno barvivo a destilovaná voda, oddělené zkoumanou 
membránou. Během týdne došlo k viditelnému přechodu barviva přes membránu a na konci 
experimentu bylo absorpční spektrum barviva v obou celách téměř shodné. Tím se potvrdila 
propustnost membrány pro methylenovou modř.  
 Výchozím měřeným vzorkem byl stejně jako v případě ITC roztok HK o koncentraci 1 g/l 
v 0,01 M NaOH. Methylenová modř v druhé celé oddělená membránou měla koncentraci 0,01 
g/l. V grafu na Obr. 21 jsou patrné změny v absorpčních spektrech barviva ve zdrojové cele 
(tj. v cele bez přítomnosti HK) v průběhu experimentu. Během týdne došlo k viditelnému 
průchodu barviva přes membránu a vazbě na HK, až byla po 7 dnech absorbance barviva ve 
zdrojové cele téměř nulová. I výsledná koncentrace volného barviva se po týdnu pohybovala 
v řádu deseti tisícin počáteční koncentrace, zatímco bez přítomnosti HK a při zanedbání 
sorpce barviva na stěny aparatury a na dialyzační membránu by měla koncentrace 
v rovnováze poklesnout pouze na polovinu počáteční hodnoty.  
 
Obr. 21: Absorpční spektra MM 0,01 g/l v cele proti HK 1 g/l 
 Vysoká efektivita přechodu methylenové modře do cely s huminovými kyselinami je 
patrná z Obr. 22 a Obr. 23. Experiment byl proveden i s nižší koncentrací HK (0,1 g/l) 
a s mHK o koncentraci 0,1 g/l, v obou případech se však získaly velmi podobné výsledky (viz 
fotografie v příloze na Obr. 31 až Obr. 34). Z tohoto důvodu bylo pro následné dialyzační 























Obr. 22: MM 0,01 g/l proti HK 1 g/l – začátek (t = 0) 
 
Obr. 23: MM 0,01 g/l proti HK 1 g/l – po týdnu 
5.3.2 Kalibrační křivka 
Roztoky připravené dle kapitoly 4.5 byly změřené pomocí UV–VIS spektrofotometru. Ze 
získaných absorpčních spekter se vybrala absorpční maxima při 663 nm pro viditelnou část 
a při 292 nm pro ultrafialovou část spektra. Z těchto absorpčních maxim a různé koncentrace 
roztoků byly zhotoveny kalibrační křivky použité následně pro výpočet poklesu koncentrace 
barviva ve zdrojové cele. Kalibrační křivky a k nim příslušející regrese jsou znázorněny 




Obr. 24: Kalibrační přímky methylenové modře 
5.3.3 Stanovení zdánlivé rovnovážné konstanty 
Roztoky měřené pro stanovení a porovnání zdánlivých rovnovážných konstant Kap 
shrnuje Tabulka č. 6. Byly porovnávány jednak samotné hodnoty Kap a také vliv selektivní 
methylace na tuto konstantu. 
Tabulka č. 6: Měřené a porovnávané roztoky při dialýze 
Roztoky v celách 
1 g/l HK proti 0,1 g/l MM 1 g/l mHK proti 0,1 g/l MM 
0,1 g/l HK proti 0,1 g/l MM 0,1 g/l mHK proti 0,1 g/l MM 


























Obr. 25: Absorpční spektra MM, dialýza s HK a mHK (obě 0,01 g/l) 
 V grafu na Obr. 25 jsou znázorněna absorpční spektra methylenové modře ve zdrojové 
cele po týdnu dialyzačního experimentu s HK a mHK (obě s koncentrací 0,01 g/l). Takto 
nízká koncentrace znamenala nižší obsah vazebných míst pro methylenovou modř a tím 
pádem i po uplynutí týdne nutnost ředění pro naměření absorbancí menších než 1. 
Methylované HK by měly díky modifikaci karboxylových skupin vázat barvivo méně než 
lignitické HK. Z grafu na Obr. 25 toto patrné není, barvivo má při experimentu s mHK 
v daném časovém úseku absorbanci nižší než u HK, což znamená, že se více vázalo na mHK 
než na HK. Tento jev byl pravděpodobně způsoben zpětnou deesterifikací roztoku mHK. 





















HK - 168 h (5x zředěno)




Obr. 26: Absorpční spektra MM v průběhu dialýzy s HK a mHK (obě 0,1 g/l) 
 Absorpční spektra methylenové modře v průběhu dialýzy s HK a mHK s koncentrací 0,1 
g/l jsou znázorněné na Obr. 26. V případě této vyšší koncentrace huminových kyselin nebylo 
nutné po týdnu experimentu roztok barviva ve zdrojové cele ředit. Z grafu je též patrný vliv 
methylace – absorbance barviva je v časových úsecích dialýzy s mHK větší, což znamená, že 
mHK vázaly barvivo méně. 
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 V grafu na Obr. 27 je znázorněn další dialyzační experiment, tentokrát s huminovými 
kyselinami s koncentrací 1 g/l. I zde nebylo díky vyšší koncentraci HK a mHK potřeba ředění 
a potvrdilo se slabší vázání barviva na mHK. U experimentu s nemodifikovanými 
huminovými kyselinami o takto vysoké koncentraci je patrný efektivnější průchod barviva 
přes membránu a jeho vazba na HK – absorbance ve zdrojové cele byla po týdnu téměř 
nulová. Tato vysoká efektivita je zřejmá i z grafu na Obr. 28, kde je znázorněn pokles 
koncentrace barviva ve zdrojové cele během tohoto dialyzačního experimentu. Pro 
experiment s HK je patrný výraznější pokles koncentrace barviva po 24 hodinách a celková 
nižší koncentrace oproti mHK, čímž se projevil vliv methylace. Velmi podobného průběhu 
(avšak ne s tak vysokou efektivitou a tedy vyšší konečnou koncentrací barviva) se dosáhlo 
i v případě HK a mHK s koncentrací 0,1 g/l. 
 
Obr. 28: Závislost koncentrace MM ve zdrojové cele na čase 
 Fotografie výše probíraných cel jsou pro přehlednost uvedeny v příloze na Obr. 35 až Obr. 
46. 
Tabulka č. 7: Výsledné hodnoty zdánlivé rovnovážné konstanty 




0,01 1,7 0,01 2,0 
0,1 66,6 0,1 18,3 
1 403,9 1 117,0 
 Výsledné hodnoty zdánlivé rovnovážné konstanty Kap pro různé koncentrace HK a mHK 
udává Tabulka č. 7. Tato konstanta byla zjištěna z poměru molární koncentrace navázaného 
barviva k molární koncentraci barviva volného. Z výsledků je patrné, že s rostoucí 







































skupin rostla i hodnota zdánlivé rovnovážné konstanty. Velmi vysoké hodnoty konstanty 
u HK a mHK s koncentrací 1 g/l vykazují o zvýšené efektivitě vazby methylenové modře na 
takto koncentrované roztoky huminových kyselin. Z výsledků lze dále potvrdit vliv 
karboxylových skupin při interakcích, neboť u mHK s esterifikovanými karboxylovými 
skupinami je hodnota zdánlivé rovnovážné konstanty nižší než u HK. U mHK s koncentrací 
0,01 g/l je konstanta větší než u HK, což bylo pravděpodobně způsobeno již výše zmíněnou 
deesterifikací roztoku mHK, příp. chybou ředění vzorků.  
 Závislost koncentrací HK a mHK na výsledných hodnotách zdánlivé rovnovážné konstanty 
Kap jsou vyjádřeny graficky na Obr. 29. Z grafu je patrné, že je tato závislost prakticky 
lineární (především pro koncentrace 0,01 a 0,1 g/l). 
 
Obr. 29: Závislost Kap na koncentraci HK a mHK 
 Metoda dialýzy v difúzních celách se potvrdila jako vhodná metoda k analýze interakcí 
huminových kyselin s methylenovou modří. Dvojitá dialyzační membrána nicméně u všech 
experimentů v menší či větší míře sorbovala procházející barvivo (příklad viz Obr. 30). 
Z tohoto důvodu bude v pokračujícím měření potřeba tomuto předejít např. vybráním jiného 
nesorbujícího typu membrány nebo kvantifikovat navázané množství barviva v použité 
dialyzační membráně. 
 




















Tato bakalářská práce je zaměřena na studium interakcí mezi huminovými kyselinami 
a methylenovou modří, představující modelový polutant. Cílem práce bylo stanovit strukturní 
a termodynamické aspekty při interakcích vlastního izolovaného vzorku HK s barvivem. Do 
studia interakcí byl zapojen i vliv selektivní methylace části izolovaného množství HK. Pro 
určení výše zmíněných aspektů byly vybrány metody izotermické titrační kalorimetrie 
a dialýzy v difúzních celách, které bylo potřeba optimalizovat. 
 Izolované a methylované vzorky HK byly podrobeny charakterizaci pomocí elementární 
analýzy, termogravimetrické analýzy, FT-IR spektroskopie a dále byla stanovena celková 
kyselost pomocí přímé titrace. Elementární analýzou bylo stanoveno základní prvkové složení 
a potvrzena methylace díky poklesu poměru O/C a zvýšení poměru H/C. 
Termogravimetrickou analýzou se získaly údaje o vlhkosti a množství popela a organické 
hmoty ve vzorcích. Díky většímu obsahu popela a derivaci výsledků se potvrdila methylace. 
FT-IR spektroskopie posloužila jako další ukazatel rozdílů mezi HK a mHK, kdy u mHK 
došlo k nárůstu absorbance v oblastech vlnočtů odpovídajících esterům. Celková kyselost HK 
byla pomocí přímé titrace stanovena na 3,48 mmol/g. Celková kyselost mHK byla nulová, což 
bylo vyvozeno z absence inflexních bodů v titrační křivce a znamenalo to úplnou methylaci 
karboxylových skupin ve vzorku. 
 Metodou izotermické titrační kalorimetrie byl stanoven charakter reakce mezi HK 
a barvivem jako exotermní, tedy že se v průběhu reakce uvolňovalo teplo díky vzniku nových 
vazeb. Jako optimální koncentrace titračního roztoku byla určena koncentrace 1 g/l. 
U lignitických HK výsledky ukázaly, že s rostoucí koncentrací HK rostla i hodnota entalpie 
ΔH a integrací dat z kalorimetru se získal typický esovitý tvar titrační křivky. Pro budoucí 
experimenty by bylo vhodné se zaměřit na koncentrace 1 g/l a 0,1 g/l HK, neboť pro 
koncentraci 0,01 g/l byl signál již velmi slabý a nestálý. U mHK reakci významně ovlivnila 
molární koncentrace NaOH, a proto pro další experimenty bude nezbytné optimalizovat 
přípravu roztoků mHK tak, aby rozpouštědlo neovlivňovalo výsledky reakce. 
 U metody dialýzy v difúzních celách byla nejprve stanovena optimální výchozí 
koncentrace barviva na 0,1 g/l. Cílem dialýzy byla zdánlivá rovnovážná konstanta reakce 
získaná z poměru molární koncentrace navázaného barviva k molární koncentraci barviva 
volného za rovnovážného stavu. Ten byl u všech cel měřen po týdnu trvání experimentu. 
Výsledky ukázaly, že s rostoucí koncentrací HK i mHK rostla hodnota Kap a že u mHK byla 
tato hodnota nižší vlivem modifikace (výjimku představoval roztok mHK s koncentrací 0,01 
g/l, u kterého pravděpodobně došlo k deesterifikaci). Velmi vysoká hodnota Kap 
u nejkoncentrovanějších vzorků HK vykazovala výrazný posun reakce směrem k produktu 
vazby na HK. Proto pro následné experimenty bude vhodné se zaměřit především na 
koncentrace 0,01 g/l a 0,1 g/ HK a mHK. Dvojitá dialyzační membrána během experimentů 
sorbovala část barviva, a proto bude pro následující analýzu vhodné buď kvantifikovat 
navázané množství modře na membránu, nebo aplikovat jiný, nesorbující typ membrány. 
 Obě metody se osvědčily jako vhodné pro analýzu interakcí mezi huminovými kyselinami 
a iontovými organickými sloučeninami. Získané výsledky představují velkou motivaci 
a inspiraci pro pokračující optimalizace a výzkum této problematiky.  
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
HL Huminové látky 
HK Huminové kyseliny 
FK Fulvinové kyseliny 
FT-IR Infračervená spektroskopie s Fourierovou transformací 
TMS-DM Trimethylsilyldiazomethan v hexanu 
UV–VIS Ultrafialová a viditelná část spektra 
ITC Izotermická titrační kalorimetrie 
mHK Methylované huminové kyseliny 
MM Methylenová modř 
Kap Zdánlivá rovnovážná konstanta 








Obr. 31: MM 0,01 g/l proti HK 0,1 g/l – začátek 
 




Obr. 33: MM 0,01 g/l proti mHK 0,1 g/l – začátek 
 




Obr. 35: MM 0,1 g/l proti HK 0,01 g/l – začátek 
 




Obr. 37: MM 0,1 g/l proti HK 0,1 g/l – začátek 
 




Obr. 39: MM 0,1 g/l proti HK 1 g/l – začátek 
 




Obr. 41: MM 0,1 g/l proti mHK 0,01 g/l – začátek 
 




Obr. 43: MM 0,1 g/l proti mHK 0,1 g/l – začátek 
 




Obr. 45: MM 0,1 g/l proti mHK 1 g/l – začátek 
 
Obr. 46: MM 0,1 g/l proti mHK 1 g/l – po týdnu 
 
 
 
 
 
